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A 1,3-dimetilamilamina (DMAA) é um estimulante que passou a ser adicionada aos 
suplementos alimentares e compostos emagrecedores a partir de 2006, sendo 
amplamente consumida por atletas e militares americanos. No entanto, após relatos 
de toxicidade a DMAA foi proibida por agências regulatórias do Brasil e Estados 
Unidos. Porém, mesmo após a sua proibição, a DMAA ainda pode ser encontrada 
em suplementos alimentares. A sua origem foi relacionada ao óleo essencial de 
Pelargonium graveolens, e, no entanto, inúmeros autores questionaram os 
resultados originais e a sua origem natural. Adicionalmente, os óleos essenciais de 
espécies de Pelargonium tiveram a sua atividade antimicrobiana reportada frente a 
bactérias e fungos. Assim, considerando os aspectos abordados, este trabalho teve 
como objetivo determinar a presença de DMAA nos óleos essenciais de 
Pelargonium spp. por GC-MS, DART-MS/MS e LC-MS/MS; assim como nas folhas 
das mesmas espécies, utilizando a extração por headspace, previamente otimizada, 
seguida de análise por GC-MS. Também se propôs a investigar a atividade 
antifúngica dos óleos essenciais de P. graveolens de diferentes origens e 
desenvolver uma formulação contendo uma nanoemulsão do óleo para o tratamento 
de candidíase vaginal. Por fim, teve como objetivo desenvolver metodologia de 
screening para avaliar a presença de DMAA e outros estimulantes em suplementos 
alimentares apreendidos, através de DART-MS/MS. Os resultados revelaram que a 
DMAA não está presente nos óleos essenciais de diferentes espécies de 
Pelargonium spp. obtidos por hidrodestilação, do Rio Grande do Sul. Após a 
otimização através de desenho experimental, a técnica de headspace provou ser 
eficaz na extração dos constituintes voláteis presentes nas folhas e, no entanto, a 
DMAA não foi detectada, assim como nos óleos essenciais comerciais de P. 
graveolens do Brasil, China, Egito, África do Sul, Albânia e Ilhas Reunião. Os óleos 
essenciais apresentaram atividade antifúngica frente às cinco espécies de Candida. 
Ainda, este efeito antifúngico apresentou melhores resultados com a 
nanoformulação contendo o óleo essencial. A análise de screening por DART-
MS/MS se mostrou eficaz na detecção de DMAA, efedrina, sinefrina, cafeína, 
sibutramina e metilfenidato, em amostras de suplementos alimentares apreendidos, 
apresentando resultados positivos para todos os estimulantes. Com base nos 
resultados obtidos e nos objetivos propostos, verificou-se que mesmo após a 
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utilização de três técnicas analíticas distintas e uma nova alternativa para extração 
dos constituintes voláteis, a DMAA não foi econtrada nos óleos essenciais e nas 
folhas das espécies de Pelargonium, corroborando com outros estudos realizados, e 
indicando que a sua origem não é natural nestas espécies. A formulação final 
contendo a nanoemulsão com o óleo essencial apresentou atividade antifúngica 
superior a do óleo essencial livre. As análises das amostras apreendidas mostraram 
que mesmo após a sua proibição pelas agências regulatórias, os suplementos 
contendo DMAA e outros estimulantes ainda são comercializados, representando 
um grande risco para a saúde dos seus usuários.  






1,3-dimethylamylamine (DMAA) is a stimulant that started to be added in dietary 
supplements and weight loss compounds since 2006 and is widely consumed by 
athletes and the USA army. However, after reports of toxicity DMAA has been 
banned by regulatory agencies in Brazil and United States. However, even after its 
prohibition, DMAA still can be found in dietary supplements. Its origin was related to 
the essential oils of Pelargonium graveolens, and, however, many authors 
questioned the results and its natural origin. In addition, the essential oils of species 
of Pelargonium, had their antimicrobial activity reported against bacteria and fungi. 
Considering the aspects mentioned, this work aimed to determine the presence of 
DMAA in the essential oils by GC-MS, DART-MS/MS and LC-MS/MS; as well as in 
the leaves of the same species using the headspace extraction, previously optimized, 
followed by analysis through GC-MS. It has also been proposed to investigate the 
antifungal activity of essential oils of P. graveolens from different origins and develop 
a formulation containing an oil nanoemulsion for the treatment of vaginal candidiasis. 
Finally, it aimed to develop a screening method to evaluate the presence of DMAA 
and other stimulants in seized dietary supplements by DART-MS/MS. The results 
showed that DMAA is not present in the Rio Grande do Sul’s essential oils of 
Pelargonium spp. obtained by hydrodistillation. After optimization through 
experimental design, the headspace technique proved to be effective in extracting 
volatile constituents present in the leaves and, however, DMAA was not detected, as 
well as in commercial essential oils of P. graveolens from Brazil, China, Egypt, South 
Africa, Albania and Reunion Islands. The essential oils presented antifungal activity 
against five Candida species. Furthermore, this antifungal effect presented better 
results with the nanoformulation containing essential oil. DART-MS/MS screening 
was effective in detection of DMAA, ephedrine, synephrine, caffeine, sibutramine and 
methylphenidate in seized dietary supplements, showing positive results for all 
stimulants. Based on the results obtained and proposed objectives, it was verified 
that even after using three different analytical techniques and a new alternative for 
volatile constituents extraction, DMAA was not found in essential oils and leaves of 
Pelargonium spp., corroborating with other studies carried out, and indicating that its 
origin is not natural in these species. The final formulation containing the 
nanoemulsion with the essential oil had antifungal activity superior compared to 
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dispersed essential oil. The analysis of seized samples showed that even after its 
prohibition by regulatory agencies, supplements containing DMAA and other 
stimulants are still commercialized, representing a major health risk for their users. 
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De acordo com as normas vigentes no Estatuto do Programa de Pós- 
Graduação em Ciências Farmacêuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul, a presente tese foi redigida na forma de capítulos, para a melhor organização e 
discussão dos resultados obtidos em cada etapa. Assim, este trabalho encontra-se 
dividido da seguinte forma: 
 
1. Introdução, contendo a caracterização e justificativa do estudo proposto; 
 
2. Objetivos, geral e específicos; 
 
3. Revisão Bibliográfica; 
 
4. Manuscrito I: “Determination of 1,3-dimethylamylamine in different species 
of Pelargonium using a multi-analytical approach”. 
 
5. Manuscrito II: “DART-MS/MS screening for the determination of 1,3 -
Dimethylamylamine and undeclared stimulants in seized dietary 
supplements from Brazil”. 
 
6.  Manuscrito III: “Antifungal activity and development of a new 
nanoemulsion-hydrogel carrying essential oil of Pelargonium graveolens 
against vaginal candidiasis”. 
 
7. Discussão geral, visando um entendimento global de todas as etapas 
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A falta de regulamentação e evidências científicas a respeito da eficácia e 
segurança dos suplementos alimentares não impediu o crescimento do seu 
consumo pela população na última década (HU et al., 2016; LOPEZ-AVILA; ZORIO, 
2013; STICKEL; SHOUVAL, 2015). Entre as substâncias estimulantes empregadas 
de modo frequente nos suplementos, recentemente tem se destacado a 1,3-
dimetilamilamina (DMAA). Os produtos contendo DMAA chegaram a atingir um total 
de 440 milhões de vendas desde 2007 nos Estados Unidos e foram largamente 
utilizados pelos militares americanos e atletas, até a sua proibição pelo Food and 
Drug Administration (FDA), em 2013 (DOLAN; GATCH, 2015; FOLEY et al., 2014; 
RODRICKS; LUMPKIN; SCHILLING, 2013; STRIPES, 2012; USA, 2013).  
Também conhecida como 4-metil-2-hexanamina; 2-amino-4-metilhexano; 1,3- 
dimetilpentilamina, 2-amino-4-metillhexano, ou geranamina, a DMAA é uma amina 
alifática que teria possível origem natural em pequenas quantidades no óleo 
essencial da espécie Pelargonium graveolens, conhecida popularmente como 
gerânio (LI, J. S.; CHEN; LI, Z. C., 2012; PING Z., 1996). A DMAA surgiu na década 
de 40, inicialmente como descongestionante nasal patenteado pela indústria 
farmacêutica Eli Lilly, sob o nome “Forthane®” (SHONLE, H.A., ROHRMANN, 1944). 
Na década de 70, o medicamento foi retirado do mercado norte americano por 
razões desconhecidas (DOLAN; GATCH, 2015; PAWAR et al., 2014). Com 
propriedades estimulantes, em 2006, a DMAA reapareceu no mercado como 
constituinte dos suplementos alimentares (GAUTHIER, 2013; GEE et al., 2012). 
A primeira evidência da presença de DMAA na espécie de P. graveolens foi 
publicada no trabalho de PING e colaboradores (1996), que realizaram a 
determinação dos constituintes químicos do óleo extraído das folhas e raízes da 
planta através de hidrodestilação. No entanto, a quantidade encontrada (0,6%) está 
muito abaixo dos teores expressos nos suplementos alimentares comerciais, 
normalmente entre 25 e 50 mg por dose de consumo (COHEN et al., 2017; 
SCHILLING et al., 2013). Desde então, alguns trabalhos científicos relacionados à 
identificação e determinação da DMAA no óleo de P. graveolens foram realizados, 
mostrando resultados controversos a respeito da sua identificação (AVULA et al., 
2015; DI LORENZO et al., 2013; ELSOHLY et al., 2012; FLEMING; RANAIVO; 
SIMONE, 2012; GAUTHIER, 2013; LI; CHEN; LI, 2012; ZHANG et al., 2012). A 
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presença de DMAA não foi evidenciada além do relato de 1996 e de 2012 (LI; 
CHEN; LI, 2012; PING Z, 1996), ambos com espécies cultivadas na China (ATAILIA; 
DJAHOUDI, 2015; AVULA et al., 2015; BRASIL, 2014; ELSOHLY et al., 2012, 2015; 
FLEMING; RANAIVO; SIMONE, 2012; GAUTHIER, 2013). Também não foram 
encontrados, até o momento, dados a respeito da presença de DMAA em óleos 
essenciais de outras espécies de Pelargonium cultivadas no Brasil. 
Normalmente a investigação da presença de DMAA é avaliada nos óleos 
essenciais obtidos através dos processos tradicionais de hidrodestilação e 
destilação por arraste de vapor. Estas técnicas podem proporcionar a perda de 
alguns constituintes voláteis e/ou compostos quimicamente instáveis como a DMAA 
(BICCHI et al., 2011; STASHENKO; MARTÍNEZ, 2008). A análise da constituição 
química das partes aéreas de Pelargonium, através da extração dos seus 
componentes voláteis pela técnica de Headspace (HS) e posterior análise através de 
cromatografia gasosa associada ao detector de massas (GC-MS), também pode ser 
uma alternativa para avaliação dos seus constituintes, e até o momento ainda não 
foi utilizada para determinar a presença de DMAA no gênero Pelargonium.  
O óleo essencial de P. graveolens, conhecido comercialmente como “óleo de 
gerânio”, é amplamente utilizado na indústria de cosméticos, e na indústria 
alimentícia (ATAILIA; DJAHOUDI, 2015; BOUKHATEM; KAMELI; SAIDI, 2013; LIS-
BALCHIN; STEYRL; KRENN, 2003; RAVINDRA; KULKARNI, 2015). Na medicina 
popular, é utilizado para diversos fins, entre eles como antiinflamatório, 
antibacteriano e antifúngico (ATAILIA; DJAHOUDI, 2015; BOUKHATEM; KAMELI; 
SAIDI, 2013; GHEDIRA; GOETZ, 2015). Estudos científicos já relataram a atividade 
do óleo essencial frente a bactérias Gram positivas e negativas; e isolados de 
fungos filamentosos e leveduras (HSOUNA; HAMDI, 2012; ROSATO et al., 2010, 
2008).  
As leveduras do gênero Candida tem uma contribuição representativa em 
infecções oportunistas do trato genitourinário e gastrointestinal em adultos. Entre as 
mulheres, constituem um dos principais agentes patogênicos responsáveis pela 
vulvovaginite (ACHKAR; FRIES, 2010; CASSONE, 2015; PETERS et al., 2014). 
Apesar dos relatos da atividade antifúngica do óleo essencial de P. graveolens 
(ATAILIA; DJAHOUDI, 2015; GHEDIRA; GOETZ, 2015; HSOUNA; HAMDI, 2012), 
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não existem relatos desta atividade utilizando o óleo essencial proveniente do Brasil. 
Ainda, ressalta-se que os óleos essenciais podem sofrer degradação através de 
suas reações de oxidação, isomerização e hidrogenação (SHARIF et al., 2017). Uma 
abordagem alternativa para viabilizar o seu emprego e aumentar a sua eficácia é 
através do uso da nanotecnologia, que permite o aumento da sua estabilidade física, 
protegendo de interações com o ambiente e diminuindo a sua volatilidade, além de 
melhorar a eficácia da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais por distintos 
mecanismos de ação e porporcionar uma melhora na absorção dos compostos 
ativos (BILIA et al., 2014; SHARIF et al., 2017).  
Ao longo dos anos, a DMAA passou a ser utilizada predominantemente como 
aditivo nos compostos emagrecedores e suplementos alimentares, sendo consumida 
principalmente por atletas (LOPEZ-AVILA; ZORIO, 2013; WADA, 2010a). A partir do 
ano de 2008, a Organização Mundial dos Esportes - World Anti-doping Agency 
(WADA) relatou o consumo abusivo de DMAA e em 2010 proibiu a sua utilização 
pelos atletas profissionais (WADA, 2010a). Mesmo após a sua proibição pelas 
agências reguladoras do Brasil e Estados Unidos (BRASIL, 2012a; USA, 2013), a 
comercialização de suplementos alimentares contendo DMAA continua ocorrendo 
(COHEN et al., 2017; FDA, 2015; NEVES; CALDAS, 2017).  
A DMAA apresenta também uma perspectiva de abuso em países como o 
Brasil (JUSTA NEVES; CALDAS, 2015a; NEVES; CALDAS, 2017) e por atletas 
profissionais, já que continua sendo reportada nos relatórios da WADA como um dos 
estimulantes mais consumidos por essa classe (WADA, 2015, 2017a). Uma 
alternativa para determinar a adulteração de suplementos alimentares e compostos 
emagracedores, identificando substâncias não declaradas, monitoradas ou 
proibidas, é a análise direta em espectrometria de massa em tempo real com análise 
sequencial (DART-MS/MS). O DART-MS/MS é capaz de uma análise rápida das 
amostras, à pressão atmosférica com um preparo mínimo ou sem preparo das 
amostras (AVULA et al., 2015; GROSS, 2014; LESIAK et al., 2014a). Esta técnica 
vem sendo utilizada atualmente para diferentes fins, como a determinação de 
ingredientes vegetais, produtos farmacêuticos e drogas de abuso, podendo ser uma 
alternativa para a análise de substâncias proibidas como a DMAA em amostras 
complexas (CODY et al., 2005b; CODY; LARAMEE; DURST, 2005b; GROSS, 2014). 
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Diante do exposto, esta tese visou realizar a determinação da constituição 
química dos óleos essenciais e das folhas de diferentes espécies de Pelargonium, 
investigar a presença de DMAA nos óleos essenciais por GC-MS, DART-MS/MS e 
LC-MS/MS e em suplementos alimentares apreendidos através de DART-MS/MS; 
além de avaliar a atividade antifúngica dos óleos essenciais obtidos de diferentes 
países e desenvolver uma formulação contendo o óleo essencial de P.  graveolens 


















































































































2.1 Objetivos gerais 
Realizar a análise química dos óleos essenciais e de folhas de diferentes 
espécies de Pelargonium; determinar a presença da DMAA e outros estimulantes 
em suplementos alimentares; avaliar a atividade antifúngica dos óleos essenciais e 
desenvolver uma formulação contendo o óleo essencial de Pelargonium graveolens 
para o tratamento da candidíase vaginal. 
 
2.1.1 Objetivos Específicos  
 Obter os óleos essenciais de espécies de cultivares de Pelargonium do Rio 
Grande do Sul pela técnica de hidrodestilação e determinar a sua constituição 
química através de cromatografia gasosa associada a detector de massas 
(GC-MS); 
 
 Verificar a presença de 1,3- dimetilamilamina (DMAA) nos óleos essenciais 
extraídos por hidrodestilação através de GC-MS; 
 
 Otimizar a técnica de extração por headspace para a determinação dos 
constituintes voláteis das folhas de espécies de Pelargonium do Rio Grande 
do Sul, através de desenho experimental do tipo Box–Behnken e, 
posteriormente, determinar a presença de DMAA através de análise por GC-
MS; 
 
 Determinar a constituição química dos óleos essenciais comerciais de P. 
graveolens provenientes do Brasil, China, Egito, África do Sul, Albânia e Ilhas 
Reunião através de GC-MS; 
 
 Verificar a presença de DMAA nos óleos essenciais comerciais pelas técnicas 
de GC-MS, análise direta em espectrometria de massa em tempo real com 
análise sequencial (DART-MS/MS) e cromatografia Líquida associada ao 




 Avaliar a atividade antifúngica dos óleos essenciais comerciais do Brasil, 
China, Egito, África do Sul, Albânia e Ilhas Reunião frente à espécies de 
Candida;  
 
 Desenvolver formulação contendo o óleo essencial comercial com melhor 
desempenho antifúngico utilizando a nanotecnologia, e avaliar sua atividade 
antifúngica frente à espécies de Candida;  
 
 Realizar screening da presença de DMAA, efedrina, sinefrina, cafeína, 
sibutramina e metilfenidato em 108 amostras de suplementos alimentares 












































































3.1 1,3-dimetilamilamina (DMAA) 
A 1,3-dimetilamilamina é considerada um estimulante do tipo alquilamina, 
caracterizada pela presença de uma amina primária ligada a uma cadeia de carbono 
curta (Figura 1) (SARDELA et al., 2013). Conhecida popularmente como 
metilhexanamina (MHA) ou “geranamina”, passou a ser comercializada no mercado 
norte americano a partir da década de quarenta sob o nome de “Forthane” 
(SHONLE, H.A., ROHRMANN, 1944) e utilizada como descongestionante nasal 
devido as suas propriedades vasoconstritoras (COHEN, 2012; DOLAN; GATCH, 
2015; ELSOHLY et al., 2012; PAWAR et al., 2013). Farmacologicamente é 
classificada como uma agonista α-1-adrenérgica (ELSOHLY et al., 2012). Em 2006, 
a DMAA reapareceu no mercado como constituinte dos suplementos alimentares, 
com propriedades estimulantes e atividade simpatomimética característica. Ao longo 
dos anos, a DMAA passou a ser utilizada predominantemente como aditivo nos 
compostos emagrecedores e suplementos alimentares, possuindo também uso 
recreativo na Europa e Nova Zelândia, sendo consumida na forma de comprimidos e 
usualmente em concentrações superiores (até 30 vezes maiores) às comumente 
adicionadas ao suplementos alimentares (GEE et al., 2012; RODRICKS; LUMPKIN; 
SCHILLING, 2013). 
 
Figura 1. Fórmula estrutural da 1,3-dimetilamilamina (DMAA). 
 
Pouco se sabe ainda sobre o mecanismo de ação da DMAA e sobre seu perfil 
toxicológico, mas inúmeros relatos de eventos adversos após o seu consumo, 
incluindo a ocorrência de mortes, indicam a sua toxicidade, principalmente 
associada ao aumento grave da pressão arterial e ritmo cardíaco, levando a 
ocorrências de infartos, toxicidade hepática e hemorragia cerebral (DOLAN; GATCH, 
2015; DURGAM et al., 2013; FOLEY et al., 2014; GEE et al., 2012; 
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KARNATOVSKAIA; LEONI; FREEMAN, 2015). A maior parte dos casos de eventos 
adversos ocorreram com jovens, praticantes de atividade física e que utilizaram 
suplementação contendo DMAA na forma de cápsulas com o objetivo de melhorar o 
desempenho físico e auxiliar na perda de peso ou de forma recreativa em festas 
(FOLEY et al., 2014; J. PAVLETIC; PAO, 2014; KARNATOVSKAIA; LEONI; 
FREEMAN, 2015).  
Estudo realizado com homens jovens, avaliou os efeitos fisiológicos e 
farmacocinéticos da DMAA após a suplementação com uma dose diária de 25 mg. 
Amostras de sangue  foram coletadas antes e após a suplementação, e analisadas 
através de cromatografia líquida associada ao detector de massas (LC-MS). Os 
resultados mostraram que apesar do pequeno aumento na pressão arterial, ritmo 
cardíaco e temperatura corporal, não houveram relatos de eventos adversos. A 
concentração média máxima obtida foi de 70 ng/mL entre 3 e 5 horas (SCHILLING 
et al., 2013). Outro relato de estudo realizado com homens durante 15 dias, avaliou 
o efeitos causados pela ingestão de DMAA e cafeína separadamente e em 
combinação. O resultados demonstraram um aumento no ritmo cardíaco, indicando 
que os seus efeitos cardíacos são dose dependente, e, que provalmente por isso 
não levaram a eventos adversos graves, considerando que os realatos de eventos 
graves e mortes estão relacionados ao consumo de doses muito elevadas, entre 15 
e 30 vezes maiores que as doses utilizadas nestes estudos (GEE et al., 2012; 
RODRICKS; LUMPKIN; SCHILLING, 2013).  
Os principais sintomas após consumo em doses elevadas de DMAA são o 
aumento do ritmo cardíaco e temperatura corporal, vômito, dor de cabeça, fadiga e 
sudorese, podendo levar a toxicidade hepática, hemorragia cerebral e infarto 
(FOLEY et al., 2014; GEE et al., 2012; KARNATOVSKAIA; LEONI; FREEMAN, 
2015). Ressalta-se que normalmente, juntamente com o consumo da DMAA, 
também ocorre o consumo de outras substâncias estimulantes como a cafeína, 
sinefrina, efedrina, entre outros, frequentemente presentes nas formulações de 
suplementos alimentares termogênicos. Sobretudo, deve-se considerar que a 
composição dos suplementos alimentares e compostos emagrecedores é complexa 
e diversa podendo haver muitas substâncias, inclusive não declaradas no rótulo, ou 
em concentrações distintas das informadas, contribuindo para a falta de segurança 
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do seu consumo e representando um sério risco para a saúde dos usários 
(HACHEM et al., 2016; NEVES; CALDAS, 2017; VIANA et al., 2015). 
Desde o ano de 2008 cerca de 80 atletas já foram penalizados pela Agência 
Internacional Anti-Dopagem (WADA) devido à utilização abusiva de DMAA (LOPEZ-
AVILA; ZORIO, 2013). Estas evidências estimularam a WADA a proibir o seu 
consumo pelos atletas profissionais em 2010 (WADA, 2010b). No ano de 2013, após 
algumas mortes e eventos graves indicando toxicidade (COHEN, 2012; DURGAM et 
al., 2013; GEE et al., 2012), e sem dados suficientes que indiquem a sua segurança 
e eficácia, a DMAA foi banida dos EUA (FDA, 2013) e outros países como Canadá, 
Nova Zelândia, Austrália e Brasil (BRASIL, 2012a; CANADA, 2011; USA, 2013).  
Mesmo diante da proibição pela WADA, dados referentes às análises 
realizadas nos jogos de inverno olímpicos e paraolímpicos em laboratório 
credenciado à WADA em Moscow, “XXII Winter Olympic and XI Paralympic games”, 
revelaram a presença da DMAA além de outras susbtâncias proibidas e de uso 
controlado e monitorado, como a pseudoefedrina (SOBOLEVSKY et al., 2014). 
Ademais, conforme os últimos relatórios da WADA, a DMAA continua entre os 
estimulantes proibidos mais utilizado pelos atletas, juntamente com a anfetamina e o 
metilfenidato (WADA, 2015, 2017a). 
Considerando o que diz respeito às proibições da presença da DMAA nos 
suplementos alimentares, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 
suspendeu a sua distribuição, divulgação, comércio e uso no Brasil, e incluiu a 
DMAA na Lista F2 – Lista das Substâncias Psicotrópicas de Uso Proscrito do anexo 
I da Portaria SVS/MS nº. 344/98, conforme RDC nº. 37 de 2 de julho de 2012 
(BRASIL, 2012a). Estes fatos alertaram também a FDA, que lançou um comunicado, 
enfatizando os perigos decorrentes do seu consumo. No entanto, apesar dos alertas, 
em abril de 2013 a FDA recebeu aproximadamente 90 notificações relacionadas a 
problemas de saúde e mortes decorrentes do uso de suplementos contendo DMAA, 
quando então passou a ser proibida (USA, 2013). Dados divulgados pela Polícia 
Federal mostram que apesar da proibição pelos órgãos regulamentadores, os 
compostos contendo a DMAA continuam sendo comercializados de forma 
clandestina e contrabandeados no Brasil (JUSTA NEVES; CALDAS, 2015a; NEVES; 
CALDAS, 2017).  
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A identificação da DMAA no óleo essencial de Pelargonium graveolens L’Her ex 
Ait. foi relatada pela primeira vez em 1996. O trabalho publicado no Journal of 
Guizhou Institute of Technology descreve brevemente a metodologia utilizada 
através de análise por GC-MS e relata a presença de 0,6% de DMAA no óleo de 
gerânio (PING Z, 1996). A partir deste resultado, a DMAA passou a ser adicionada 
aos suplementos alimentares e compostos emagrecedores, conforme 
regulamentado pelo “Dietary Supplement Health and Education Act” (DSHEA) (FDA, 
1994). No entanto, diversos trabalhos foram realizados questionando o resultado 
apresentado em 1996 com a espécie de P. graveolens cultivada na China, (AUSTIN 
et al., 2014; AVULA et al., 2015; DI LORENZO et al., 2013; ELSOHLY et al., 2012, 
2015), utilizando distintas técnicas analíticas. Apesar dos relatos científicos, a 
presença da DMAA não foi identificada, com exceção do primeiro relato e, 
posteriormente, do resultado apresentado por pesquisadores provenientes da China, 
que realizaram a análise dos óleos essenciais através de LC-MS/MS. O método 
desenvolvido e validado foi aplicado em três óleos essenciais de espécies de P. 
graveolens coletadas de diferentes locais da China, que apresentaram 
concentrações entre 0,167 e 13,271 µg/g de DMAA (LI; CHEN; LI, 2012). 
Conforme a Tabela 1 verifica-se que a maior parte dos óleos essenciais de P. 
graveolens extraídos de flores, folhas ou caules, por hidrodestilação ou destilação 
por arraste de vapor de países como Algéria, África, Inglaterra, Tunísia, Alemanha, 
Irã e Egito não apresentaram a DMAA em sua composição, com resultados positivos 










Tabela 1. Métodos de extração dos óleos essenciais (OE) de Pelargonium graveolens e verificação da presença de DMAA. 
 
Autor Origem da planta Parte da planta utilizada Planta seca ou fresca 
Método de extração 
do óleo essencial 
Método de análise 
Presença de 
DMAA 
(PING Z, 1996) China Folha e raíz Não informado Hidrodestilação GC-MS Sim 
(LIS-BALCHIN et al., 
1998) 
Inglaterra Folha Fresca (100g) 
Arraste a vapor - 
Clevenger 
Não informado Não 
(RANA; JUYAL; 
BLAZQUEZ, 2003) 














Irã Folha e caule Fresca 
Hidrodestilação - 
Clevenger 
GC-MS e  GC-FID Não 








(ROSATO et al., 2010) Itália OE comercial Não informado Arraste a vapor GC-MS Não 
(LISI et al., 2011) França e Egito Não informado Não informado Arraste a vapor GC-MS e GC-NPD Não 
(BOUKHRIS et al., 
2012) 







Tabela 1. Continuação 
 
Autor Origem da planta 
Parte da planta 
utilizada 
Planta seca ou 
fresca 
Método de extração 
do óleo essencial 





Bósnia e Hezergovina Folha e caule Seca Hidrodestilação GC-MS Não 




Folha e caule 
OE comercial 
Fresca e seca 
Não informado 
Arraste a vapor 
Não informado 
GC-MS e LC-MS/MS e LC-
QTOF/MS 
Não 
(GHANNADI et al., 
2012) 






Tunísia Folha Seca Extração com Sohxlet GC-MS Não 
(LI; CHEN; LI, 2012) China Não informado Fresca Não informado LC-MS/MS Sim 
(BOUKHRIS et al., 
2013) 




(BOUKHATEM et al., 
2013) 





















Tabela 1. Continuação 
Autor Origem da planta Parte da planta utilizada Planta seca ou fresca 
Método de extração 
do óleo essencial 










(AUSTIN et al., 2014) Estados Unidos Folha e caule Fresca  











Irã Folha Seca 
Hidrodestilação - 
Clevenger 
GC-MS e GC-FID Não 
(SHAROPOV; ZHANG; 
SETZER, 2014) 
Tajiquistão Partes aéreas da planta Fresca Hidrodestilação GC-MS Não 
(SILVA et al., 2014) Brasil Folha Fresca  
Hidrodestilação – 
Clevenger 
GC-MS e GC-FID Não 
(ATAILIA; DJAHOUDI, 
2015) 




(ELSOHLY et al., 
2015) 
China 
África do Sul 
Toda a planta 
Óleo essencial comercial 
Fresca e Seca  
Não informado 








Folha e caule Não informado 
Hidrodestilação – 
Clevenger 




Fatores como as variações das condições edafoclimáticas, o método de 
extração do óleo essencial e método de análise da planta, podem influenciar o perfil 
químico do óleo e explicariam, pelo menos em parte, os resultados controversos 
apresentados na literatura a respeito da identificação da DMAA em óleos extraídos 
de P. graveolens (LI; CHEN; LI, 2012; PING Z, 1996). No entanto, deve-se 
considerar as pequenas concentrações de DMAA encontradas nos óleo de gerânio, 
sugerindo que apesar de aparecer nos rótulos dos suplementos como de origem 
natural, a DMAA encontrada nesses produtos é predominantemente sintética, já que 
o percentual da ocorrência natural encontra-se muito abaixo dos teores expressos 
nos suplementos comerciais (AUSTIN et al., 2014; AVULA et al., 2015; ELSOHLY et 
al., 2015; LISI et al., 2011; ZHANG et al., 2012), e, portanto, não justificaria a sua 
adição nos suplementos alimentares, conforme regulamentação estabelecida pelo 
DSHEA (FDA, 1994). 
 
 
3.2 Pelargonium graveolens L’Her ex Ait.  
A família Geraniaceae é composta aproximadamente 800 espécies, incluindo 
três principais gêneros: Erodium, Geranium e Pelargonium (SPICHIGER et al., 
2002). O gênero Pelargonium deriva de "Pelargos" que significa "cegonha" em 
grego. O nome surgiu a partir da observação do formato dos frutos, que faz alusão à 
um bico de uma cegonha (FOURNIER, 1961). É o segundo maior da família 
Geraniaceae contendo cerca 300 espécies (BAKKER et al., 2004). A espécie 
denominada P. graveolens é uma das mais importantes do gênero e pode ser 
caracterizada como um arbusto aromático que pode atingir até 1,3 m de altura 
(Figura 2) (RANA; JUYAL; BLAZQUEZ, 2003). Conhecida como “rose scented 
geranium”, ou “malva-cheirosa”, a espécie de P. graveolens é nativa da região do 
Cabo, na África do Sul. Atualmente é cultivada em países como Índia, China, Egito, 
Marrocos, Algéria, França (“Reunion Islands”), destacando-se como maiores 
produtores da espécie o Egito e a China, visando especialmente a produção do óleo 
essencial para as indústrias de cosméticos e alimentícia (ATAILIA; DJAHOUDI, 
2015; SANDASI et al., 2011). Atualmente a China é responsável por cerca de 80% 
da produção mundial do óleo essencial de P. graveolens, também conhecido como 
óleo de gerânio (SANDASI et al., 2011; VERMA et al., 2010) 
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O óleo de gerânio tem um odor marcante similar ao odor de rosas e, portanto, 
possui grande aplicação na indústria de perfumes, com o valor e qualidade 
atribuídos principalmente ao conteúdo de citronelol, também o principal responsável 
pelo seu odor característico, juntamente com o geraniol, o linalol e seus ésteres. 
Devido a esta similaridade ganhou grande importância econômica, sendo um 
substituto mais acessível do que a Rosa damascena (BABU; KAUL, 2005). 
O óleo de gerânio é muito empregado em cosméticos, aromaterapia e 
indústria alimentícia, além de possuir relatos de sua atividade anti-inflamatória, 
antifúngica, antioxidante e hipoglicêmica (ATAILIA; DJAHOUDI, 2015; HSOUNA; 
HAMDI, 2012; ROSATO et al., 2008, 2009). Ainda, possui relatos de uso na 
medicina popular para o tratamento de diarreia, hemorroidas, distúrbios do ciclo 
menstrual e menopausa, eczemas e até contra o câncer (JALALI-HERAVI; 




Figura 2. Foto das partes aéreas da espécie de Pelargonium graveolens. Retirado 
de (GHEDIRA; GOETZ, 2015). 
 
Também foi observado o crescimento do uso dos óleos essenciais pela 
indústria farmacêutica, principalmente na incoproporação em formulações como 
cápsulas, pomadas, cremes, xaropes, supositórios, aerossóis e sprays. A inclusão 
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dos óleos prevalece em formulações destinadas a aplicações tópicas ou para 
inalação (ASBAHANI et al., 2015).  
A forma de extração dos óleos também pode influenciar a sua composição 
química, podendo ser escolhida de acordo com o obejtivo da sua utilização. Assim, o 
perfil químico dos óleos essenciais difere na diversidade dos compostos que 
apresentam e nos tipos estereoquímicos das moléculas extraídas (BABU; KAUL, 
2005; BAKKALI et al., 2008). Os óleos essenciais são biossintetizados, acumulados 
e armazenados em estruturas conhecidas como glândulas secretoras (BAKKALI et 
al., 2008). As glândulas secretoras podem estar localizadas na superfície da planta 
(produção exógena do óleo essencial) como as papilas epidérmicas, tricomas 
glandulares e não glandulares; ou nos seus órgãos internos (produção endógena) 
como os canais secretores e as bolsas secretoras. Também podem ser encontradas 
no citoplasma de algumas células secretoras, normalmente presentes nas raízes e 
flores (ASBAHANI et al., 2015; MAFFEI, 2010). Os tecidos glandulares são 
classificados de acordo com a substância que produzem, sendo os tricomas, os 
dutos e as cavidades, os principais responsáveis pela produção dos óleos 
essenciais (Tabela 2) (MAFFEI, 2010). 
Os tricomas glandulares estão presentes em algumas famílias como Asteraceae, 
Lamiaceae e Geraniaceae. BOUKHIRIS e colaboradores (2013), realizaram a 
análise da morfologia, anatomia e distribuição dos tricomas através de microscopia 
eletrônica de varredura e microscopia eletrônica de transmissão, em folhas, flores e 
caules da espécie de P. graveolens cultivadas na Tunísia. Os resultados mostraram 
que a espécie apresenta tricomas não glandulares - com superfície lisa e granulada 
(Figura 3) e glandulares – peltato e capitato. Os tricomas capitatos podem possuir 
ainda três subtipos, variando a sua forma e estrutura. Nas amostras analisadas de P. 
graveolens, os três subtipos de tricomas capitatos foram identificados (Figura 4) 









Tabela 2. Estruturas especializadas no acúmulo e armazenamento dos óleos 
essenciais nas plantas. 













EXEMPLOS FAMÍLIA BOTÂNICA 
Tecidos secretores 
externos 













Células terminais dos 
tricomas secretores 












    





Citrus sp. Rutaceae 
Myrtaceae 
 
Canais secretores Pequenos canais 
formados pelo 
agregamento de 
células secretoras ao 












acúmulo dos óleos 




















Figura 3. Tricomas não glandulares presentes na espécie de P. graveolens 
identificados pela técnica de microscopia eletrônica de varredura. (A) Vista dos 
tricomas não glandulares presentes na porção abaxial da folha, (B) Vista dos 
tricomas não glandulares com superfície lisa presentes da porção adaxial da folha e 
(C) Vista dos tricomas não glandulares com superfície granulada presentes da 






Figura 4. Tricomas glandulares presentes na espécie de P. graveolens identificados 
pela técnica de microscopia eletrônica de varredura (A e F) e microscopia de luz (E e 
H). (A) Tricoma glandular capitato tipo I presente na porção abaxial da folha, (E) 
Tricoma glandular capitato tipo II presente na adaxial da folha, (F) Tricoma glandular 
capitato tipo III na porção abaxial da folha e (H) Vista superior do tricoma glandular 
peltato. Retirado de (BOUKHRIS et al., 2013). 
51 
 
 3.3 Óleos essenciais 
Os compostos químicos produzidos e biotransformados pelos organismos 
vegetais são classificados como produtos do metabolismo primário e secundário. Os 
metabólitos primários constituem parte das vias de modificação e síntese de 
carboidratos, proteínas e lipídeos, essenciais para a manutenção da vida planta e 
com funções e características conhecidas. Os metabólitos secundários derivam das 
rotas biossintéticas dos metabólitos primários e possuem produção e distribuição 
limitada aos organismos vivos, sendo encontrados somente em algumas espécies 
de plantas (DEWICK, 2009).  
Geralmente as funções e benefícios dos metabólitos secundários são 
desconhecidos ao organismo produtor, porém os mais comuns são a defesa contra 
predadores e o papel atrativo aos polinizadores (DEWICK, 2009). Ainda, são 
responsáveis pela maior parte dos compostos farmacologicamente ativos dos 
produtos naturais, sendo muito empregados na indústria farmacêutica, cosmética e 
química (SONG et al., 2014; DEWICK, 2009) . Como exemplo temos a artemisinina, 
o paclitaxel, o licopeno, o resveratrol e entre outros, que são amplamente utilizados 
como medicamentos ou em suplementos dietéticos (SONG et al., 2014). 
Os óleos essenciais são metabólitos secundários das plantas, caracterizados por 
possuírem odor forte, volatilidade e composição complexa. São líquidos oleosos, 
aromáticos e podem estar presentes em distintas partes dos vegetais, 
desempenhando um papel importante na interação com outras plantas através da 
inibição da germinação e do seu crescimento; na interação entre as plantas e 
animais, atuando na atração de polinizadores e servindo como repelente de pragas, 
além de possuírem efeito protetivo, agindo como antivirais antibacterianos e 
antifúngicos. Podem ser extraídos principalmente através das técnicas de 
hidrodestilação, arraste de vapor ou extração com solvente orgânico (RAUT; 
KARUPPAYIL, 2014). Desta forma, os óleos essenciais são considerados com uma 
fonte de sinalizadores químicos perimitindo que a planta controle e regule o 
ambiente em que vive (ASBAHANI et al., 2015; BAKKALI et al., 2008; MURPHY 
COWAN, 1999; PINTO-ZEVALLOS; MARTINS; PELLEGRINO, 2013). Podem variar 
em qualidade, quantidade e na composição de acordo com o clima, composição do 
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solo, órgão da planta, idade e estágio ciclo vegetativo (ASBAHANI et al., 2015; 
BAKKALI et al., 2008).  
 
3.3.1 Composição química dos óleos essenciais 
 Os óleos essenciais derivam dos metabólitos primários, das vias 
fundamentais do processo de fotossíntese, glicólise e do ciclo de Krebs. Estes 
processos básicos do metabolismo geram energia para a produção de compostos 
intermediários que servirão de precursores nas rotas biossíntéticas. Os metabólitos 
mais importantes derivam de intermediários da acetil coenzima A (acetil CoA), ácido 
chiquímico, ácido mevalônico e metil eritrol fosfato, que são utilizados nas vias do 
acetato, chiquimato, mevalonato e metileritrol fosfato (DEWICK, 2009). 
 Os óleos essenciais podem apresentar entre 20 e 100 compostos 
pertencentes a diferentes classes químicas (BAKKALI et al., 2008; BILIA et al., 2014; 
CARSON et al., 2002). Geralmente a sua composição é resultado de um equilíbrio 
de várias substâncias, embora em muitas espécies sejam encontrados compostos 
majoritários e demais compostos em pequenas quantidades (traços) (FINEFIELD et 
al., 2012; MURPHY COWAN, 1999). São principalmente constituídos de 
monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados oxigenados (álcoois, aldeídos, 
ésteres, éteres, cetonas, fenóis e óxidos), além dos fenilpropanoides e alguns 
compostos alifáticos e aromáticos, presentes em menor quantidade e que 
apresentam diferentes origens biossintéticas químicas (Figura 5) (BAKKALI et al., 
2008; BILIA et al., 2014; CARSON et al., 2002). São extraídos de diversas plantas 
aromáticas que normalmente estão localizadas em locais com clima quente, como 




Figura 5. Representação dos precursores dos terpenóides e fenilpropanóides nos 
processos biossintéticos de origem vegetal. Crédito do autor. 
 
 Os terpenoides são sintetizados a partir de duas unidades de isoprenos: 
isopentil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP). Estes precursores são 
produzidos por duas vias distintas: a via do mevalonato (MVA) e a via não-
mevalonato-metileritrolfosfato (MEP)  (SONG et al., 2014) (Figura 6).  
 Os terpenoides são subdivididos em famílias com base no número de 
resíduos de isoprenoides. Os monoterpenos (C10) são do tipo estrutural menor, 
seguido pelos sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), 
triterpenos (C30), tetraterpenos (C40), e politerpenos (> C40) (FINEFIELD et al., 
2012). Terpenoides enantioméricos são comuns, no entanto, são geralmente 
limitados a monoterpenos e sesquiterpenos, e mais raramente a diterpenos 
(FINEFIELD et al., 2012; DEWICK, 2009). Os terpernoides, esteroides e alguns 
sesquiterpenos são formados pela via do mevalonato (MEV), enquanto que os o 
monoterpenos, diterpenos e politerpenos, são formados nos cloroplastos e derivados 




Figura 6. Vias de formação dos principais componentes dos óleos essenciais. Os 
compostos orgânicos voláteis presentes no óleos essenciais são produzidos por 
diferentes vias bioquímicas. Rota (A):  as vias do MEP (metileritrolfosfato) dão 
origem à formação de monoterpenos e diterpenos. O isopreno é gerado a partir do 
dimetilalil difosfato (DMAPP). Rota (B): os sesquiterpenoides são gerados a partir do 
farnesil difosfato (FPP) derivado do citosol. Rota (C): as oxilipinas são geradas a 
partir de ácidos graxos que são clivados em derivados de derivados voláteis de 
folhas verdes (GLV) e ácido jasmônico (JA). Rota (D): os indóis voláteis são gerados 
a partir do antranilato. Rota (E): compostos como o eugenol, derivam dos 
fenilpropanóides, enquanto o salicilato de metila (MeSA) é derivado do ácido 
salicílico (SA), gerado a partir do ácido benzóico. Rota (F): alternativamente, o MeSA 
pode ser formado por metilação do SA decorrente do isocorismato. Retirado de 
(MAFFEI, 2010). 
 Os monoterpenos (C10) são isolados principalmente a partir de plantas 
superiores e compõe o aroma de muitos óleos essenciais de ervas, especiarias, 
frutas cítricas e coníferas. Alguns monoterpenos quirais são produzidos em ambas 
as formas enantioméricas, e, muitas vezes, pelas mesmas espécies de plantas. 
Além disso, os monoterpenos enantioméricos podem exibir atividade biológica única, 
e, normalmente cada um dos enantiômeros irá apresentar propriedades biológicas 
distintas (FINEFIELD et al., 2012). Os sesquiterpenos formam um grupo de terpenos 
cíclicos (C15) isolados a partir de uma grande variedade de plantas, fungos, 
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bactérias, espécies marinhas e de insetos. Assim como os monoterpenos estão 
presentes nos óleos essenciais e exibem uma vasta atividade farmacológica. São 
exemplos de sesquiterpenos α e β-cariofileno, β-selineno, farnesol e bisaboleno, 
entre outros (PROSSER et al., 2004). 
 Os fenilpropanoides, são uma classe de produtos naturais constituídas por 
uma vasta gama de diferentes metabólitos secundários derivados da via do 
chiquimato e formados a partir de L-fenilalanina e/ou L-tirosina (Figura 5). Os 
fenilpropanoides são encontrados em numerosas espécies de plantas e contribuem 
para a sua defesa, estrutura, produção de pigmentos e reprodução (VOGT, 2010). 
São exemplos de fenilpropanoides as catequinas, cumarinas, esteróis vegetais e 
fitoestrógenos. Estes compostos possuem propriedades terapêuticas diversas, entre 
elas a atividade antibacteriana, antiviral e a capacidade de proteção contra doenças 
cardíacas, além de atuar no combate de alguns tipos de câncer (HEMAISWARYA; 
DOBLE, 2013). 
 
3.3.2 Óleos essenciais de P. graveolens  
 Os compostos majoritários encontrados nos óleos essenciais de P. 
graveolens são o citronelol e o geraniol, classificados como alcoóis monoterpênicos 
(ATAILIA; DJAHOUDI, 2015; GHEDIRA; GOETZ, 2015; RANA; JUYAL; BLAZQUEZ, 
2003). A formação do geraniol e citronelol ocorre a partir do geranil difosfato (GPP). 
O GPP é formado pela condensação do isopentil difosfato e dimetilalil, que após 
sofrer uma adição de água ao cátion geranila, dá origem ao geraniol e 
posteriormente após sofrer uma redução, dá origem ao citronelol (Figura 7) 
(DEWICK, 2009). 
 
Figura 7. Formação do geraniol e citronelol a partir do difosfato de geranila. 
Adaptado de (DEWICK, 2009). 
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Também são encontrados em menor teor os compostos monoterpênicos α e β-
pineno, linalol, limoneno, formato de citronelila, cis-óxido de rosa, trans-óxido de 
rosa, citronelal, geranial, nerol, tiglato de geranila entre outros (Figura 8) 
(BOUKHATEM; KAMELI; SAIDI, 2013; GHEDIRA; GOETZ, 2015; LIS-BALCHIN; 
STEYRL; KRENN, 2003; RAVINDRA; KULKARNI, 2015).  
 Os sesquiterpenos mais encontrados na espécie de P. graveolens são α e β-
cariofileno, β-selineno, germacreno D, α-guiaeno, δ-cadineno, 10-epi-γ-eudesmol, α-
copaeno, α-humuleno, entre outros (Figura 9) (BOUKHATEM et al., 2013; 
BOUKHRIS et al., 2012; RAVINDRA; KULKARNI, 2015). 
 
 
Figura 8. Exemplos de monoterpenos presentes nos óleos essenciais de 
Pelargonium graveolens. 




Figura 9. Exemplos de sesquiterpenos presentes nos óleos essenciais de 
Pelargonium graveolens.  
 
 
3.4.  Métodos de extração dos óleos essenciais de P. graveolens 
Os óleos essenciais são obtidos das plantas através de diferentes métodos de 
extração. Normalmente os métodos mais empregados (convencionais), são a 
hidrodestilação, hidrodestilação por arraste de vapor, prensagem a frio e extração 
com solvente orgânico. São considerados métodos não convencionais aqueles que 
podem interferir na constituição química dos óleos devido às elevadas temperaturas 
empregadas, que podem levar a reações como hidrólise, isomerização ou oxidação. 
Técnicas como extração com fluido supercrítico, extração assistida por ultrassom e 
extração subcrítica com CO2, são exemplos de métodos não convencionais de 
extração dos óleos essenciais (ASBAHANI et al., 2015). 
Os óleos essenciais de P. graveolens são normalmente obtidos das folhas, 
flores ou caules (partes aéreas) através das técnicas de hidrodestilação e destilação 
por arraste de vapor (Tabela 1). Também foi relatada a extração das folhas de P. 
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graveolens, previamente secas, com três solventes de disitintas polaridades: 
hexano, acetato de etila e metanol, com intuito de avaliar o seu conteúdo fenólico e 
de flavonóides, além de utilizarem a técnica de hidrodestilação para análise do óleo 
essencial (HSOUNA; HAMDI, 2012). Os resultados mostraram que entre os 
solventes testados o metanol se mostrou mais eficiente na extração dos 
componentes fenólicos e flavonoides, compostos normalmente utilizados na 
avaliação da atividade antioxidante das plantas (ARDESTANI; YAZDANPARAST, 
2007; DJERIDANE et al., 2006; HSOUNA; HAMDI, 2012). 
O óleo essencial de P. graveolens possui grande importância comercial, 
sendo muito utilizado em perfumes e na indústria de alimentos. A composição do 
óleo de gerânio proveniente de diferentes países possui variações, sendo o de 
origem das ilhas Reunião, da França - 'gerânio Bourbon' considerado o óleo 
essencial de melhor qualidade, pois possui grande porcentagem de geraniol, um dos 
componentes mais importantes na indústria de aromas (CHEN; VILJOEN, 2010; 
SANDASI et al., 2011). 
 
3.4.1 Hidrodestilação e Arraste por Vapor de Água 
 A destilação por arraste de vapor de água é considerada o método mais 
antigo e tradicional de obtenção dos óleos essenciais. Possui aparato extrator 
considerado simples e tempo de extração não tão longo quando comparado à 
hidrodestilação, além de ser barato quando comparado aos métodos 
tecnologicamente mais avançados, como a extração com fluido supercrítico 
(ASBAHANI et al., 2015; BANDONI, 2000; CASSEL; VARGAS, 2006). Neste 
processo, o vapor de água percola o balão contendo o material vegetal, levando à 
ruptura das suas células e à liberação do óleo essencial, que juntamente com a 
água, percorre o condensador onde ocorre seu resfriamento e, desta forma, o 
hidrolato e a água voltam à fase líquida, sendo separados pela sua diferença de 
densidade em um decantador com graduação volumétrica (Figura 10) (ASBAHANI et 





Figura 10. Aparelho para extração de óleos essenciais pelo processo de destilação 
por arraste de vapor. Retirado de (BRASIL, 2010). 
 
A hidrodestilação utiliza o mesmo princípio e aparato extrativo semelhante ao 
da extração por arraste de vapor, diferindo na forma de contato do material vegetal 
com a água. Na hidrodestilação, o material vegetal fica imerso na água dentro do 
balão de extração, sendo mantido sob aquecimento até a ebulição (Figura 11). 
Desta forma os vapores gerados pela ebulição são condensados e coletados, 
seguindo o mesmo processo apresentado no método de destilação por arraste de 
vapor. O aparato extrator da hidrodestilação é conhecido como Clevenger. Neste 
método deve se considerar o tempo de extração de acordo com o perfil dos 
compostos presentes na planta. Desta forma, compostos que possuem um alto 
ponto de ebulição, irão necessitar de um maior tempo de destilação. A desvantagem 
deste método, quando comparado à destilação por arraste de vapor de água, reside 
no maior tempo necessário para extração do óleo essencial e na possibilidade de 
perda de compostos mais polares durante o processo, devido a sua miscibilidade na 
água. Ainda assim a hidrodestilação também é um método comum e muito 






Figura 11. Aparelho de Clevenger adaptado contendo o balão para adição da água e 




3.4.2 Métodos alternativos para a obtenção dos constituintes voláteis: Micro 
Extração em Fase Sólida (SPME) e Headspace (HS)  
Os métodos de extração mais comuns para a determinação dos constituintes das 
plantas são a hidrodestilação e destilação por arraste de vapor, no caso dos óleos 
essenciais; e extração com Soxhlet e fluido supercrítico, para determinação de 
outros constituintes presentes nas plantas. No entanto, estes métodos podem 
resultar na perda dos compostos voláteis durante o processo de extração, além de 
necessitarem de um tempo de preparo muito elevado (BICCHI et al., 2011; 
STASHENKO; MARTÍNEZ, 2008). Desta forma, as técnicas de SPME e headspace 
podem constituir uma alternativa para a extração dos componentes voláteis das 
plantas quando o objetivo é a identificação e caracterização da sua composição 
química (YANG; WANG; LI, 2013; ZHU et al., 2013). Alguns trabalhos relatam como 
uma alternativa para a extração de compostos voláteis de plantas, a técnica de 
SPME, seguida de análise por cromatografia gasosa, devido a possibilidade de 
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análise direta, sem pré-tratameno da amostra (LIN et al., 2013; YANG; WANG; LI, 
2013). Normalmente as plantas são concentradas ou secas, dissolvidas em água e 
esta solução utilizada na microextração (YANG; WANG; LI, 2013). A SPME tem sido 
empregada para extração de componentes voláteis de folhas, flores, frutas e 
também para realização do controle de qualidade de ervas e temperos (LIN et al., 
2013; SGORBINI et al., 2015; YANG; WANG; LI, 2013; ZHU et al., 2013).  
 
3.4.2.1 Microextração em fase sólida (SPME) 
 O princípio da técnica de microextração em fase sólida baseia-se na partição 
entre os compostos presentes em uma matriz e uma microfibra, constituída por um 
filme polimérico. Os filmes que recobrem a microfibra de sílica fundida são 
constituídos de polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA) ou carboxeno (CA), e 
estão disponíveis em diversos tamanhos e espessuras (PRAGST, 2007).  
A técnica de SPME pode ser realizada através do contato direto entre a fibra e a 
amostra por imersão direta (SPME-ID), onde ocorrerá o equilíbrio entre os 
componentes voláteis da amostra e a microfibra; ou através do headspace, onde a 
microfibra ficará somente no espaço gasoso e, desta forma, deverá ocorrer o 
equilíbrio entre a amostra, a microfibra e o headspace – (SPME-HS) (Figura 12) 
(STASHENKO; MARTÍNEZ, 2004).  
 
 
(A)                (B)   
 
Figura 12. Representação da técnica de microextração em fase sólida através de 




Conforme o fluxograma abaixo (Figura 13), há disponibilidade de diversas 
formas de utilização das técnicas de microextração, incluindo a SPME, na obtenção 
de componentes voláteis das plantas. A sua obtenção deve levar em consideração 
algumas características da sua composição, trazendo então as opções mais 
indicadas de análise através de microextração e qual o preparo da amostra mais 
adequado do material vegetal que proporcionará a análise dos seus constituintes 




Figura 13. Fluxograma dos processos mais utilizados na obtenção dos componentes 
voláteis de plantas através de técnicas de microextração. Adaptado de (YANG; 





3.4.2.2 Headspace (HS) 
A técnica de headspace (HS) baseia-se na análise dos componentes voláteis 
de uma amostra quando submetida à aquecimento e agitação. Está técnica permite 
a análise de compostos voláteis presentes em amostras líquidas ou sólidas, 
acondicionadas em frascos específicos e devidamente seladas (RESTEK, 2012). É 
empregada para a análise de compostos orgânicos voláteis presentes em amostras 
biológicas, como na determinação do etanol em sangue ou saliva, nos produtos 
farmacêuticos, análises industrial de monômeros em polímeros e plásticos, 
compostos aromatizantes em bebidas e produtos alimentícios e fragrâncias em 
perfumes e cosméticos (RESTEK, 2012; SANTOS et al., 2014).  
É considerada uma técnica simples, que possibilita a extração e pré-
concentração dos compostos voláteis da amostra, sem o seu pré-tratamento e, 
normalmente, sem a necessidade da utilização de solventes, diminuindo o custo e o 
tempo das análises  (KOLB, 2000; RESTEK, 2012). Na análise por HS, os 
componentes voláteis da matriz são submetidos à aquecimento em frasco específico 
(vial) e devidamente selado, separando-se dos componentes não voláteis e 
concentrando-se no “headspace” ou espaço livre do vial. Após o estabelecimento do 
tempo ideal de aquecimento para que ocorra o equilíbrio e concentração dos 
voláteis, uma alíquota da fase gasosa é retirada e então injetada no cromatógrafo 
gasoso (CG) onde os compostos serão identificados (RESTEK, 2012). 
A técnica de HS estático é a mais simples e mais utilizada. Neste caso o 
recipiente selado é submetido à aquecimento e agitação (manual ou automático) 
para a formação do vapor e posteriormente uma alíquota do gás é retirado do 
recipiente através de uma seringa específica “gás-tight” (Figura 14-A). Na técnica de 
HS dinâmico ou purge on trap, a amostra é levada através de um gás inerte para um 
trap, compartimento fechado, que então é submetido à aquecimento e 





(A)        (B)  
Figura 14. Representação da técnica de extração por headspace estático (A) e 
headspace dinâmico (B).  
 
 
Dados da literatura reportaram o uso da técnica de HS associada à SPME-HS 
para a determinação dos constituintes voláteis das plantas (BICCHI et al., 2011; LIN 
et al., 2013; SGORBINI et al., 2015; YANG; WANG; LI, 2013; ZINI et al., 2002). 
Apesar das vantagens da extração dos constituintes voláteis pela técnica de HS, 
como a praticidade, simplicidade e baixo custo; quando comparado aos demais 
métodos de extração dos constituintes voláteis, e inclusive à SPME, há poucos 
relatos na literatura, e, até o momento, não foram encontrados trabalhos que 
realizaram a determinação dos constituintes voláteis das partes aéreas de espécies 
do gênero Pelargonium utilizando esta metodologia.  
 
 
3.5 Análise Estatística Multivariada: Desenho experimental 
As análises cromatográficas normalmente requerem etapas de preparação de 
amostra, a separação e a quantificação dos compostos que serão identificados 
(FERREIRA et al., 2007b). O planejamento experimental destas etapas através de 
técnicas estatísticas multivariadas possibilitam a sua otimização, ou seja, a 
descoberta das melhores condições experimentais que irão fornecer as melhores 
respostas para os fatores que serão testados (BRERETON, 2007; FERREIRA et al., 
2007b; VERA CANDIOTI et al., 2014).  
Entre as técnicas estatísticas multivariadas destacam-se as metodologias de 
superfície de resposta “Response surface methodolgy” (RSM). Estas metodologias 
compreendem um conjunto de técnicas matemáticas e estatísticas no qual o ajuste 
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dos dados experimentais é realizado através de uma equação polinomial. A equação 
gerada proporciona a interpretação dos dados e, desta forma, a realização dos 
testes estatísticos para prever a adequação dos resultados ao propósito da técnica. 
Sua utilização é indicada quando a resposta requerida, ou o seu conjunto, é 
influenciado por inúmeras variáveis, pois possibilita a análise simultânea destas 
variáveis em diferentes níveis (BEZERRA et al., 2008; BRERETON, 2007).  
Os desenhos experimentais de superfície de resposta quadrática constituem um 
conjunto de experimentos que combinam diferentes variáveis em diferentes níveis. A 
avaliação dos resultados obtidos nos experimentos é realizada através dos valores 
obtidos de acordo com o tipo de metodologia e técnica empregada, como por 
exemplo, através dos valores de absorbância, de intensidade do sinal elétrico ou do 
perfil do(s) pico(s) cromatográfico(s) (BEZERRA et al., 2008)  
O Box-Behnken Design (BBD) é um exemplo de desenho utilizado normalmente 
para otimização de parâmetros cromatográficos como a temperatura, características 
da coluna, fluxo, e, principalmente, de etapas críticas do preparo da amostra 
relacionadas à extração dos analitos. Seu objetivo, portanto, é proporcionar um 
aumento da sensibilidade da técnica, normalmente avaliada pelo aumento da área 
dos picos obtidos e pela diminuição do tempo de análise (CARINI et al., 2013; 
FERREIRA et al., 2007b; SANTOS et al., 2014). 
 No BBD, os pontos experimentais estão localizados de maneira equidistante 
do ponto central. Todos os fatores devem ser ajustados em três níveis (0, -1, +1) e 
distribuídos de forma equidistante entre eles (Tabela 3). O BBD tem como 
característica, enfatizar a repetição dos pontos centrais evitando análises em 
condições extremas e que possam levar a resultados insatisfatórios. Possui como 
vantagem um número reduzido de experimentos, o que leva a uma diminuição de 






Tabela 3. Exemplo de um planejamento experimental através do Box–Behnken 
design considerando três variáveis (A, B e C), fornecido pelo software Minitab 17®. 
 
A B C 
- + 0 
0 + + 
0 - - 
+ 0 + 
+ 0 - 
0 + - 
0 - + 
0 0 0 
0 0 0 
+ + 0 
- - 0 
0 0 0 
+ - 0 
- 0 + 
- 0 - 
 
As extrações normalmente otimizadas através dos desenhos experimentais são 
a SPME e extração assistida por microondas, também sendo aplicada para a técnica 
HS (FERREIRA et al., 2007b; SANTOS et al., 2014; VERA CANDIOTI et al., 2014). 
No caso do HS estático, variáveis como temperatura de aquecimento, tempo de 
aquecimento da amostra, volume (ou peso) da amostra, entre outros, são fatores 
determinantes para a obtenção de condições ótimas de extração (KOLB, 2000; 
RESTEK, 2012), e, portanto, requerem uma análise prévia das condições ideais 
para a obtenção de resultados satisfatórios. O BBD constitui, portanto, uma ótima 
alternativa para a otimização dos parâmetros que influenciam na extração dos 
compostos analisados pela técnica de HS, já que requer um número reduzido de 
experimentos, proporciona a combinação entre as diferentes variáveis em três níveis 
distintos e ainda fornece através da equação e da interpretação dos dados 
estatísticos gerados as condições ótimas da técnica (BEZERRA et al., 2008; 
FERREIRA et al., 2007b).   
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A análise dos componentes voláteis das plantas de forma alternativa à 
hidrodestilação ou destilação por arraste de vapor de água, através das técnicas de 
HS já foi reportada (LIN et al., 2013; OMAR et al., 2016; YANG; WANG; LI, 2013; 
ZHU et al., 2013; ZINI et al., 2002). OMAR e colaboradores (2016) realizaram a 
otimização de metodologia para a determinação de sete monoterpenos: α-pineno, 
camfeno, β-pineno, p-cimene, limoneno, eucaliptol, e γ-terpineno, presentes nas 
espécies de Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Lavandula angustifolia e 
Elleteria cardamomum, através da técnica de HS-dinâmico, utilizando previamente a 
extração do material vegetal com fluido supercrítico. O método foi otimizado e 
validado mostrando resultados satisfatórios para precisão e exatidão na 
determinação dos monoterpenos avaliados. 
Assim, através  do BBD é possível otimizar a extração dos constituintes voláteis 
a serem utilzados na extração pela técnica de HS, possibilitando a análise da 
composição química de acordo com a espécie da planta, órgãos que serão 
utilizados, quimiotaxonomia, entre outros, trazendo, portanto, uma maior 
confiabilidade à metodologia empregada na extração dos consitutintes voláteis, que 
posteriromente serão identificados através das análises cromatográficas. 
 
3.6  Método de análise dos óleos essenciais 
A determinação da constituição química dos óleos essenciais é usualmente 
realizada através de técnicas cromatográficas, especialmente a cromatografia em 
fase gasosa acoplada ao detector de massas (GC-MS). Como os óleos essenciais 
são formados predominantemente pelos terpenos, compostos de baixo peso 
molecular e elevada volatilidade, a cromatografia em fase gasosa é técnica de 
preferência e mais utilizada na determinação dos seus constituintes, associada ao 
detector de ionização em chama (FID) e ao detector de massas (MS). A análise dos 
componentes através do espectro de massas dos compostos, junto com a 
identificação do índice de retenção relativo à série homóloga de hidrocarbonetos, 
constituem a metodologia predominantemente utilizada para a caracterização 
química dos óleos essenciais (ADAMS, 2007; JALALI-HERAVI; ZEKAVAT; 
SERESHTI, 2006).  
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Métodos cromatográficos como a cromatografia líquida acoplada aos detectores 
de massas (LC-MS) e o detector de arranjo de diodos (LC-DAD) são técnicas que 
também foram reportadas na caracterização química dos óleos essenciais, além da 
técnica de escolha GC-MS (DI LORENZO et al., 2013; ELSOHLY et al., 2012; 
JALALI-HERAVI; ZEKAVAT; SERESHTI, 2006). A utilização destes métodos 
instrumentais de análise com as técnicas cromatográficas viabilizam além da 
identificação dos componentes da amostra, a sua quantificação, através da 
determinação das áreas dos picos e/o do seu espectro de massas (JALALI-HERAVI; 
ZEKAVAT; SERESHTI, 2006). 
Através dos dados obtidos na Tabela 1, verifica-se a maior predominância da 
GC-MS para a análise da composição química dos óleos essenciais de P. 
graveolens, juntamente com a análise através do índice de retenção de n-alcanos 
para a determinação da sua composição química. Alguns autores utilizaram técnicas 
analíticas mais avançadas para a análise do óleo de gerânio, como a LC-MS/MS e 
LC-QTOF/MS, a fim de determinar a presença de DMAA em amostras comerciais e 
extraídas (ELSOHLY et al., 2012, 2015). Apesar do desenvolvimento de 
metodologias através de equipamentos com maior sensibilidade e especificidade 
como a LC-MS/MS e LC-QTOF/MS, a DMAA não foi encontrada nos óleos 
essenciais de gerânio, com exceção dos relatos de PING e colaboradores (1996) e 
LI e colaboradores (2012). 
 
 
3.7 Atividade antifúngica dos óleos essenciais de P. graveolens   
Recentemente, a busca por moléculas naturais que tenham atividade contra 
bactérias, fungos e vírus levou a uma maior investigação do potencial antimicrobiano 
dos óleos essenciais em diversas espécies de plantas (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; 
SAVIUC et al., 2015; SONG et al., 2014). Outro grande fator que contribuiu pela 
busca de novos ingredientes ativos é a emergente resistência dos microrganismos 
frente aos fármacos tradicionalmente utilizados na terapia convencional e a 
diminuição do descobrimento de novos fármacos que acompanhem o crescimento 
na incidência de infecções por microorganismos resistentes e a complexidade do 
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seu tratamento  (KATHIRAVAN et al., 2012; MURPHY COWAN, 1999; ROSATO et 
al., 2009; SAVIUC et al., 2015).  
Os óleos essenciais possuem grande potencial de atividade antimicrobiana 
principalmente devido à diversidade da sua composição. A ação antimicrobiana dos 
óleos essenciais pode ser atribuída aos seus compostos majoritários ou à 
combinação de todos os seus constituintes que contribuem para a sua ação 
antimicrobiana através de diferentes mecanismos de ação (BAKKALI et al., 2008; 
BURT, 2004; RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Devido a sua característica lipofílica, os 
óleos essenciais alteram a fluidez da membrana celular dos microrganismos, 
permitindo a sua passagem através da parede celular e promovendo um rompimento 
da membrana citoplasmática, modificando a sua estrutura, afetando diferentes 
camadas de polissacarídeos, ácidos graxos e fosfolípidos. A alteração na 
permeabilidade das membranas resulta em extravazamento de radicais, íons de 
cálcio e proteínas, entre outros constituintes, incluindo danos às mitocôndrias, que 
podem levar à morte celular por apoptose e necrose (ARMSTRONG, 2006; BAKKALI 
et al., 2008).  
A atividade antifúngica dos óleos essenciais contra patogenias humanas, 
contaminação de alimentos e plantas já foi relatada na literatura (BAG; 
CHATTOPADHYAY, 2015; SHARIFZADEH et al., 2016) . Os óleos essenciais 
constituem desta forma, uma alternativa aos medicamentos antifúngicos utilizados 
na terapêutica, que possuem relatos de efeitos adversos, interação com outros 
medicamentos, além de apresentarem desenvolvimento de resistência aos 
tratamentos mais empregados e toxicidade (BAKKALI et al., 2008; RAUT; 
KARUPPAYIL, 2014; SHIN; LIM, 2004).  
Os óleos essenciais de P. graveolens foram considerados como potenciais 
agentes antimicrobianos devido à grande quantidade de monoterpenos oxigenados 
(SHIN; LIM, 2004). Presentes em elevada concentração, componentes como 
citronelol, geraniol, acetatos de geranila e outros monoterpenos (BOUKHATEM; 
KAMELI; SAIDI, 2013; BOUKHRIS et al., 2013; RAVINDRA; KULKARNI, 2015), 
atuam bloqueando o crescimento de leveduras como Candida albicans, através da 
inibição do seu crescimento na fase S do ciclo celular. Também podem atuar 
impedindo a formação de biofilmes resistentes à fármacos utilizados no tratamento 
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de infecções causadas por espécies de Candida; inibindo a produção do ergosterol 
da membrana celular fúngica e atuando na via de sinalização da morfogênese das 
hifas; podendo também alterar a permeabilidade da membrana, levando ao 
extravasamento do conteúdo citoplasmático e consequentemente, à morte celular da 
levedura (AGARWAL; LAL; PRUTHI, 2008).  
Os fungos classificados como leveduras (estrutura unicelular) e os 
filamentosos (estrutura multicelular) são os principais responsáveis pelas infecções 
de interesse médico (ANDRIOLI et al., 2009; ANVISA, 2004). Dentre as leveduras, o 
gênero Candida é um dos mais importantes, possuindo uma grande contribuição nas 
infecções oportunistas do trato genitourinário e gastrintestinal encontradas nos 
adultos (FALAGAS; BETSI; ATHANASIOU, 2006; GUNTHER et al., 2014; PFALLER, 
2012). Habita as superfícies das mucosas de indivíduos normais, estando bem 
adaptado ao corpo humano e, desta forma, contribui para o alto risco de infecções 
endógenas, conhecidas como candidíases (ÁLVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 
2007). Entre as mulheres, as leveduras do gênero Candida, configuram como um 
dos principais patógenos responsáveis pelas vulvovaginites (infecção da vulva e 
vagina) e candidíase vulvovaginal recorrente  (ÁLVARES; SVIDZINSKI; 
CONSOLARO, 2007; GUNTHER et al., 2014; RYLANDER, 2004; ŞENYIǦIT et al., 
2014), infecções consideradas importantes na clínica médica devido à sua elevada 
ocorrência na rede de saúde pública e privada (ANDRIOLI et al., 2009). A principal 
espécie encontrada nas infecções vaginais é a Candida albicans (ÁLVARES; 
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; ANDRIOLI et al., 2009), no entanto, outras 
espécies de Candida podem estar presentes, como por exemplo C. tropicalis, C. 
parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. stellatoidea e C. lusitaniae (ANDRIOLI et al., 
2009; SILVA et al., 2011; SULLIVAN; CROWLEY, 2006). 
A atividade antifúngica dos óleos essenciais de P. graveolens já foi reportada 
frente a algumas espécies de leveduras e fungos filamentosos, através dos ensaios 
de concentração inibitória mínima (MIC), compreendida como a concentração de 
fármaco mais baixa que não resultou em qualquer crescimento visível do fungo em 
comparação com o crescimento do controle; e do ensaio de avaliação do efeito 
sinérgico Checkerboard, no qual ocorre a associação dos óleos essenciais com 
diferentes substâncias, incluindo medicamentos utilizados na terapia convencional 
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(HSOUNA; HAMDI, 2012; ROSATO et al., 2008, 2009; SABZGHABAEE et al., 2011; 
SHIN; LIM, 2004). Mas apesar dos relatos da atividade antifúngica frente a alguns 
isolados de Candida, até o momento não foram reportados dados da atividade do 
óleo de gerânio proveniente do Brasil e da correlação entre a variação da 
composição química dos óleos essenciais de P. graveolens de diferentes países, 
com a sua atividade antifúngica.  
Ainda, os óleos essenciais podem sofrer reações químicas e enzimáticas, 
influenciadas pelas condições de armazenamento. Fatores como temperatura, luz e 
o contato com o oxigênio atmosférico podem contribuir para a sua degradação, 
através de diferentes tipos de reações (Figura 15) (TUREK; STINTZING, 2013). 
Desta forma, uma alternativa para viabilizar o seu emprego em formulações tópicas 
e aumentar a sua eficácia, é através do uso da nanotecnologia.  
 
 
Figura 15. Possíveis reações de degradação que podem ocorrer nos óleos 
essenciais. Adaptado de (TUREK; STINTZING, 2013).  
 
O desenvolvimento de formulações tópicas utilizando nanocarreadores, como 
uma nanoemulsão, aumentou recentemente, devido ao interesse pela encapsulação 
de ingredientes funcionais lipofílicos (SHARIF et al., 2017). Esta é uma abordagem 
alternativa para desenvolver formulações contendo óleos essenciais, uma vez que 
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aumenta sua estabilidade física, através da diminuição da sua volatilidade, 
conferindo proteção, diminuindo o contato com o meio externo e desta forma, 
evitando interações e reações de degradação (RAVI KUMAR, 2000; SHARIF et al., 
2017; ZHAO et al., 2010). Além disso, as nanoformulações podem melhorar a 
absorção dos compostos ativos na mucosa vaginal ativa, melhorando a eficácia do 
tratamento, particularmente no caso de candidíase vaginal recorrente (BILIA et al., 
2014; FRANK et al., 2014).  
A metodologia de incorporação de nanopartículas em um sistema viscoso pode 
contribuir para o maior tempo de contato e melhor entrega dos compostos ativos no 
local de ação. Como vantagens, destaca-se uma maior eficácia, diminuição da 
toxicidade e melhor adesão ao tratamento, quando comparado aos sistemas 
terapêuticos convencionais (RAVI KUMAR, 2000).  Ainda assim, o uso de veículos 
bioadesivos pode melhorar os efeitos dos compostos ativos, pois permite uma ação 
terapêutica de longo prazo ao prolongar o contato entre a formulação e a mucosa - 
mucoadesão (BALOGLU et al., 2009; FRANK et al., 2014).  
A própria nanoencapsulação, ao usar um polímero policatiônico, pode melhorar 
a eficácia da formulação, devido ao aumento das interações entre a superfície da 
nanopartícula e os constituintes celulares, como no caso dos fungos e leveduras (DE 
MARCHI et al., 2017). Um exemplo de um polímero catiônico e biodegradável é a 
quitosana, de origem natural, biocompatível, bioadesivo e solúvel em água, obtido a 
partir da quitina, um dos polissacarídeos mais abundantes na natureza (FRANK et 
al., 2014). Além disso, dados da literatura demonstraram o potencial antimicrobiano 
da quitosana contra bactérias, fungos e leveduras, por diferentes mecanismos de 
ação (CHAMPER et al., 2013; CHUNG et al., 2004; RABEA et al., 2003). Assim, a 
quitosana apresenta inúmeras vantagens para ser utilizada durante o 
desenvolvimento de formulações tópicas antifúngicas, além contribuir para o 
aumento do espectro de ação antimicrobiano da formulação, tornando mais difícil o 
surgimento de resistência ao tratamento (ŞENYIǦIT et al., 2014).  
Desta forma, o desenvolvimento de uma formulação contendo a nanoemulsão 
do óleo essencial de P. graveolens e quitosana, poderá melhorar a sua eficácia no 































________________________4. CAPÍTULO I - MANUSCRITO I 
 
Determination of 1,3-dimethylamylamine in different species of 


































4. MANUSCRITO I 
O Capítulo I é constituído por artigo científico intitulado “Determination of 1,3-
dimethylamylamine in different species of Pelargonium using a multi-analytical 
approach”, em preparação para publicação no Periódico Analytical Methods, que no 
texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as páginas 
77–114. Consta da descrição da investigação da presença de DMAA em óleos 
essenciais de Pelargonium spp. através de três técnicas analíticas distintas e nas 
folhas de espécies de Pelargonium spp. do Brasil. Além disso, também foi relata a 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































______________________5. CAPÍTULO II- MANUSCRITO II 
 
DART-MS/MS screening for the determination of 1,3-
dimethylamylamine and undeclared stimulants in seized dietary 


































5.  MANUSCRITO II 
O Capítulo I é constituído por artigo científico publicado, conforme referência 
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido 
entre as páginas 119–148. O manuscrito apresenta o desenvolvimento de 
metodologia e posterior análise da presença de DMAA e outros estimulantes em 108 
amostras de suplementos alimentares apreendidos pela Polícia Federal do Brasil. 
 
Santos MK, Gleco E, Davidson JT, Jackson GP, Pereira Limberger R, Arroyo LE. 
DART-MS/MS screening for the determination of 1,3-dimethylamylamine and 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































______________________6. CAPÍTULO III- MANUSCRITO III 
“Antifungal activity and development of a new nanoemulsion-


























6. MANUSCRITO III 
O Capítulo III é constituído por artigo científico intitulado “Antifungal activity and 
development of a new nanoemulsion-hydrogel carrying essential oil of 
Pelargonium graveolens against vaginal candidiasis”, em preparação para 
publicação no Periódico Pharmaceutical research, que no texto completo da tese 
defendida ocupa o intervalo compreendido entre as páginas 153–180. Consta da 
descrição da atividade antifúngica de óleos essenciais de Pelargonium graveolens 
de diferentes países contra diferentes espécies de Candida e compara com a 
atividade de uma formulação desenvolvida contendo uma nanoemulsão com o óleo 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































A presente tese trouxe uma abordagem diversificada a respeito da DMAA. 
Procurou-se contemplar desde a investigação química em material vegetal, até em 
suplementos alimentares apreendidos; e a investigação biológica, através da 
avaliação da atividade antifúngica dos óleos essenciais. Também teve uma 
abordagem farmacotécnica, com o desenvolvimento de uma formulação utilizando a 
nanotecnologia. 
O Manuscrito I trata da investigação da presença da DMAA em óleos essenciais 
extraídos por hidrodestilação de espécies de Pelargonium obtidas no Rio Grande do 
Sul. Também foram apresentados dados da constituição química destes óleos 
essenciais através de análise por GC-MS, que até o momento não havia sido 
relatada para espécies cultivadas no Brasil. A ausência de DMAA em espécies 
brasileiras, levantou a hipótese da possível perda da DMAA durante o processo de 
extração, já que durante o processo de obtenção dos óleos por hidrodestilação, que 
inclui altas temperaturas e elevado tempo do processo, poderiam ocorrer perdas dos 
constituintes mais voláteis, como os monoterpenos e até mesmo da DMAA, 
justificando então, a sua ausência nas espécies de Pelargonium (BICCHI et al., 
2011; STASHENKO; MARTÍNEZ, 2008). Esta hipótese não havia sido levantanda 
até momento nos inúmeros trabalhos que realizaram a investigação acerca da 
presença da DMAA em espécies de Pelargonium (AUSTIN et al., 2014; AVULA et 
al., 2015; DI LORENZO et al., 2013; ELSOHLY et al., 2012, 2015; GAUTHIER, 2013; 
ZHANG et al., 2012). Para isso, foi empregada a técnica de extração por headspace 
seguido de análise por GC-MS. Para garantir a maior eficiência da extração por 
headspace, realizou-se um desenho experimental para cada espécie. Considerando 
o método proposto de extração por headspace estático, foi constatado que não 
houve a necessidade do uso de fibra de microextração em fase sólida, solventes ou 
adição de qualquer outro constituinte químico para realizar a identificação dos 
compostos voláteis presentes nas folhas das espécies de P. fragrans, P. hortorum e 
P. peltatum.  
Normalmente os trabalhos que fizeram a determinação dos constituintes voláteis 
das plantas através de métodos alternativos de extração, como a microextração em 
fase sólida ou headspace dinâmico, realizaram um preparo do material vegetal, 
como a concentração ou secagem das plantas, sua dissolução em água e, 
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posteriormente, sua submissão à microextração (LIN et al., 2013; SGORBINI et al., 
2015). Considera-se desta forma, o método proposto como uma alternativa mais 
simples e com custo inferior aos apresentados (JIROVETZ et al., 2002; LIN et al., 
2013; SGORBINI et al., 2015; STASHENKO; MARTÍNEZ, 2004; ZINI et al., 2002). 
Ainda assim, a DMAA não foi identificada através da extração por headspace 
seguida da análise por GC-MS. 
Este Manuscrito também apresentou a avaliação da presença de DMAA em 
óleos comerciais obtidos do Brasil, China, África do Sul, Egito, Albânia e Ilhas 
Reunião, além da determinação da sua composição química, através de GC-MS. Se 
estivesse presente nos óleos, sua identificação poderia ter sido realizada a partir da 
sua fragmentação gerada pelo detector de massas, associada à análise 
cromatrográfica, quando comparada ao espectro do padrão analítico e também 
identificada através do cálculo do índice de retenção, assim como foi realizado para 
os demais constituintes dos óleos essenciais. Ainda assim, decidiu-se empregar 
outras técnicas analíticas de elevada sensibilidade para confirmar a sua ausência 
nos óleos comerciais. A análise direta em espectrometria de massa em tempo real 
com análise sequencial (DART-MS/MS) constitui uma alternativa para a análise de 
substâncias presentes em matérias vegetais, incluindo os óleos essenciais (AVULA 
et al., 2015; KIM; JANG, 2009). Suas principais vantagens são a rapidez, 
sensibilidade e o mínimo (ou ausente) preparo da amostra (CODY; LARAMEE; 
DURST, 2005a; GROSS, 2014; KIM; JANG, 2009; LESIAK et al., 2014b). O método 
teve os parâmetros da DMAA previamente otimizados, através do padrão analítico, 
e, no entanto, não revelou a sua presença em nenhum dos óleos comerciais 
avaliados, confirmando o resultado encontrado por investigação anterior (AVULA et 
al., 2015).   
A possibilidade do monitoramento do espectro de massas das transições dos 
íons, o que confere maior sensibilidade às análises, a ausência da necessidade de 
preparação das amostras, além da sua rapidez e praticidade, a tornam uma 
alternativa para avaliação qualitativa da composição química dos óleos essenciais, 
quando comparada às técnicas convencionais, como a cromatografia gasosa 
(GROSS, 2014; SINGH et al., 2012). Os óleos essenciais comerciais também foram 
analisados por LC-MS/MS. A metodologia desenvolvida, não detectou a presença de 
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DMAA nos óleos essenciais de P. graveolens (DI LORENZO et al., 2013; ELSOHLY 
et al., 2012, 2015). Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com relatos 
científicos apresentados a respeito da ausência da DMAA nos óleos essenciais de 
P. graveolens obtidos de outros países, e outras espécies provenientes do Brasil e 
que mesmo utilizando métodos analíticos avançados, não encontraram a DMAA 
(AUSTIN et al., 2014; AVULA et al., 2015; BABU; KAUL, 2005; BOUKHATEM et al., 
2013; BOUKHRIS et al., 2012; DI LORENZO et al., 2013; ELSOHLY et al., 2012, 
2015; LIS-BALCHIN; STEYRL; KRENN, 2003). Os resultados também confirmaram 
a sua ausência em óleos essenciais provenientes da China, os únicos a 
apresentarem resultados positivos para  a DMAA até o momento (LI; CHEN; LI, 
2012; PING Z, 1996), e nos óleos essenciais comerciais e extraídos do Brasil, os 
quais não haviam sido reportados.  
 Assim, com base nos resultados encontrados e nos dados já relatados, 
entende-se que a adição da DMAA nos suplementos alimentares e compostos 
emagrecedores dos produtos comercializados livremente, apesar da proibição, não 
possui origem natural  (AVULA et al., 2015; ELSOHLY et al., 2012). Ainda, deve ser 
considerado que mesmo que estivesse presente no óleo de gerânio, seria 
necessária uma grande quantidade da planta para extração da DMAA, e, desta 
forma, possibilitar a sua adição aos suplementos alimentares . 
Após a investigação da presença da DMAA nos materiais vegetais, por distintas 
técnicas analíticas, foi realizada a investigação da sua presença, juntamente com 
cafeína, sibutramina, sinefrina, efedrina e metilfenidato em amostras de suplementos 
alimentares apreendidos pela Polícia Federal. O método proposto se mostrou 
simples e eficaz para a detecção de todas as substâncias simultaneamente, 
proporcionando uma análise de menos de um minuto por amostra e com um simples 
preparo, após a sua diluição em metanol e água. Todas as amostras analisadas 
(cápsulas sólidas, líquidas e comprimidos), apresentaram a presença de pelo menos 
um dos estimulantes investigados. A DMAA foi encontrada em 20% das amostras, 
juntamente com a cafeína, presente e 98% das amostras e outros estimulantes 
como a efedrina, sinefrina e sibutramina. Os resultados apresentados confirmam que 
mesmo após a proibição pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) em 
2012 (BRASIL, 2012a), a DMAA continua sendo comercializada nos suplementos 
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alimentares, conforme dados já reportados no Brasil e em outros países (COHEN et 
al., 2017; JUSTA NEVES; CALDAS, 2015a; NEVES; CALDAS, 2017), e também 
amplamente consumidas pelos atletas profissionais, conforme os últimos relatórios 
da WADA (WADA, 2015, 2017a).  
A DMAA é uma alquilamina alifática, com efeito simpatomimético, que quando 
consumida em altas doses pode levar a um grave aumento da pressão arterial e 
morte, e efeitos com leves e moderados quando consumida em doses inferiores 
(COHEN, 2012; FOLEY et al., 2014; KARNATOVSKAIA; LEONI; FREEMAN, 2015). 
No entanto o seu consumo concomitante ao de outros estimulantes, conforme os 
resultados obtidos, também podem oferecer um grande risco à saúde dos usuários, 
com um potencial aumento na toxicidade e na ocorrência de eventos adversos 
graves (GURLEY; STEELMAN; THOMAS, 2015; NEVES; CALDAS, 2017). Também, 
ressalta-se a presença simultânea de outros estimulantes, como a efedrina, 
sibutramina e o metilfenidato, tornando ainda mais grave o seu consumo, com um 
grande risco à saúde dos seus usuários, aumentando a possibilidade da ocorrência 
de efeitos adversos e até a morte (CALAHAN et al., 2016; GURLEY; STEELMAN; 
THOMAS, 2015; JUSTA NEVES; CALDAS, 2015a; STICKEL; SHOUVAL, 2015).  
Métodos rápidos e simples são necessários para a análise de rastreamento de 
rotina de adulterantes que estão presentes em inúmeras amostras de suplementos 
alimentares, portanto, os métodos de ionização ambiente, como o DART-MS/MS 
simplificam as análises de triagem, eliminando a necessidade de etapas de limpeza 
e fornecendo dados espectrais de massa sem a preparação da amostra exigida nos 
métodos cromatográficos, por exemplo, sendo uma ótima alternativa aos 
laboratórios forenses. 
 Além da investigação da DMAA e análise da composição química, utilizou-se os 
óleos essenciais comerciais de P. graveolens adquiridos de diferentes países, para a 
avaliação da sua atividade antifúngica, frente a cinco espécies de Candida e, 
posteriormente o desenvolvimento de uma formulação para o tratamento da 
candidíase vaginal, considerando dados da literatura sobre a sua potencial atividade 
antifúngica (CARMEN; HANCU, 2014; HSOUNA; HAMDI, 2012; SESENI et al., 
2015), conforme apresentado no Manuscrito III.  
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Desta forma, através dos resultados obtidos, comprovou-se a ação antifúngica 
do óleo de gerânio em todas as espécies de Candida testadas, através do ensaio da 
CIM, demonstrando maior atividade antifúngica contra a espécie de C. parapsilosis. 
Os óleos que apresentaram maior atividade frente à Candida foram os provenientes 
da África do Sul e Egito (fornecidos pela Laszlo), com valores de CIM de 256 µg/mL 
chegando até 128 µg/mL, considerando todas as espécies testadas, possivelmente 
devido à sua maior quantidade de monoterpenos oxigenados, quando comparado 
aos demais óleos essenciais (SHIN; LIM, 2004), conforme resultados obtidos no 
Manuscrito I. Ao contrário, o óleo essencial do Brasil, mostrou uma menor atividade 
antifúngica quando comparada aos óleos dos outros países, que pode ser atribuída 
à sua menor quantidade proporcional de monoterpenos oxigenados.  
Além da diferença nas espécies de Candida testadas, devem ser considerados 
como fatores importantes para a avaliação dos resultados de CIM entre os OE a 
diferença na sua composição química, atribuídas às partes da planta utilizada para a 
extração, o local de cultivo, o país de origem e a metodologia e extração e análise. 
Ainda assim, os resultados encontrados com os óleos essenciais de gerânio 
corroboram com os dados da literatura (HSOUNA; HAMDI, 2012; ROSATO et al., 
2008, 2009; SABZGHABAEE et al., 2011; SHIN; LIM, 2004), inclusive o que diz 
respeito aos valores encontrados para a CIM.  
Ainda, considerando o potencial antifúngico a partir dos resultados 
apresentados, o aumento no número de microorganismos resistentes e o limitado 
arsenal terapêutico disponível (KATHIRAVAN et al., 2012; SAVIUC et al., 2015), foi 
desenvolvida uma formulação contendo o óleo essencial de P. graveolens. 
 O desenvolvimento de nanoemulsões contendo óleo/água vem sendo muito 
empregado recentemente, pois possibilita a inclusão de sistemas lipofílicos nas 
formulações, como os óleos essenciais, trazendo vantagens como menor tamanho 
de partícula, elevada área superficial, com consequente aumento da sua 
estabilidade e eficácia (SHARIF et al., 2017). Os resultados apresentados no 
Manuscrito III revelaram que o hidrogel de quitosana branco apresentou atividade 
antifúngica, com resultados superiores à nanoemulsão, porém 2 à 8 vezes menor 
que o hidrogel contendo a nanoemulsão de óleo essencial (formulação final). Ainda, 
quando comparada à atividade antifúngica do óleo essencial, a formulação final 
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apresentou uma diminuição de até 64 vezes na CIM de uma das cepas de C. 
albicans, e 32 vezes para uma das cepas de C. glabrata. A sua maior atividade pode 
ser atribuída à presença das cargas positivas conferidas (DE MARCHI et al., 2017) 
pela quitosana, as quais proporcionam uma maior interação eletrostática entre a 
nanoemulsão e o microorganismo (carregado negativamente), corroborando com 
resultados obtidos em estudos anteriores, os quais avaliaram o potencial antifúngico 
da quitosana (RABEA et al., 2003; SEYFARTH et al., 2008; WANG; DU; LIU, 2004). 
Outra hipótese é que o hidrogel facilita o contato do óleo essencial com o 
microorganismo, devido a sua retenção na matriz (gel), facilitando a entrega do 
fármaco ao local de ação e, portanto, aumentando a eficácia da formulação 
(LBOUTOUNNE et al., 2002). Também, deve ser ressaltado que a formulação 
desenvolvida promove a co-administração de duas substâncias ativas, no mesmo 
local de ação (quitosana e óleo essencial), com dois mecanismos de ação distintos, 
tornando pouco provável o desenvolvimento de resistência frente à formulação 
(AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; BALOGLU et al., 2009; JOHAL 
et al., 2016) 
Uma das vantagens de utilização da quitosana em formulações tópicas, inclusive 
vaginais, é que além de ser um polímero biodegradável, biocompatível, e melhorar a 
eficácia da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais, ainda confere uma maior 
adesão entre a formulação e à mucosa vaginal, aumentando o tempo de contato da 
formulação com a área afetada e, consequentemente a sua eficácia, justificando as 
vantagens da sua aplicabilidade em formulações vaginais e o seu emprego para o 
tratamento de distintas doenças, conforme dados relatados na literatura (FRANK et 
al., 2014; JOHAL et al., 2016; ŞENYIǦIT et al., 2014; VALENTA, 2005). 
Até o momento, poucos trabalhos foram reportados contendo nanoemulsões 
com o óleo essencial de P. graveolens.  Mesmo assim, os resultados da CIM 
encontrados na literatura foram superiores ao deste estudo, com atividade 
antifúngica inferior. Além disso, ao nosso conhecimento, somente um trabalho 
propôs o desenvolvimento de um hidrogel contendo a nanomulesão com o óleo 
essencial de Pelargonium (IAN DA SILVA PATIAS et al., 2016), porém com uma 
formulação diferente da desenvolvida e que não apresentou melhora na atividade 
antifúngica frente às espécies de Candida quando comparada ao óleo essencial 
189 
 
isolado ou à nanoemulsão contendo o óleo essencial, sem apresentar, portanto, 










































































































































































A partir da obtenção dos óleos essenciais das espécies de P. fragrans, P. 
peltatum e P. hortorum cutlivadas no Rio Grande do Sul, pela técnica de 
hidrodestilação, pode ser confirmada a ausência da DMAA. A análise da constituição 
química das partes aéreas de Pelargonium através da extração por headspace e 
posterior análise através de GC-MS, mostrou-se como uma alternativa viável para a 
determinação dos constituintes voláteis de plantas, quando o objetivo final é a 
determinação qualitativa dos seus constituintes.  
Além disso, este trabalho investigou a possível perda da DMAA nos óleos 
essenciais, que poderia possivelmente ocorrer durante o processo de extração por 
hidrodestilação. No entanto, a DMAA não foi encontrada na folhas das espécies de 
Pelargonium cultivadas no Brasil. Não obstante, os resultados apresentados a 
respeito da constiuição química das espécies de Pelargonium cultivadas no Brasil e 
as hipóteses levantadas pela perda na hidrodestilação, contribuíram com os dados 
já apresentados por outros autores que realizaram investigações sobre a presença 
da DMAA nas espécies de Pelargonium. 
A determinação da presença de DMAA em óleos essenciais de diferentes países 
foi realizada utilizando três técnicas analíticas distintas e de elevada confiabilidade e 
sensibilidade, incluindo a análise por DART-MS/MS. Esta mostrou ser uma técnica 
rápida e simples para a análise dos óleos essenciais, também podendo ser 
considerada uma alternativa às técnicas tradicionais de análise, como a 
cromatografia gasosa. Porém, mesmo assim, a DMAA não foi encontrada nos óleos 
essenciais comerciais, corroborando com outros estudos realizados, e confirmando 
a ausência em óleos do Brasil, que ainda não haviam sido reportados e em óleos da 
China, os únicos que apresentaram resultados positivos até o momento. 
Ainda, a respeito da DMAA, a sua presença também foi investigada em 
suplementos alimentares apreendidos pela Policia Federal do Brasil. Estas amostras 
foram analisadas por DART-MS/MS, técnica que se mostrou eficaz na determinação 
simultânea da DMAA, juntamente com, cafeína, efedrina, sinefrina, sibutramina e 
metilfenidato. Além disso, a metodologia desenvolvida por DART-MS/MS apresentou 
vantagens como rapidez (menos de 1 minuto por análise) e simplicidade, além de 
especificidade, podendo ser considerada como alternativa para a utilização na rotina 
dos laboratórios forenses, na detecção de substâncias lícitas e ilícitas em amostra 
194 
 
complexas como os suplementos alimentares, requerendo um mínimo preparo de 
amostra e tempo de análise, e demonstrando grande confiabilidade, conforme 
requerido nas análises forenses. 
Os dados obtidos a partir das análises dos suplementos alimentares, corroboram 
com outros dados da literatura, demonstrando que os suplementos contendo DMAA 
continuam sendo comercializados de forma clandestina e contrabandeados, mesmo 
após à restrição do seu comércio e uso pelas agências regulatórias como a FDA e 
ANVISA.  
A respeito da utilização dos óleos essenciais para investigação da sua atividade 
antifúngica, os ensaios que determinaram a CIM frente à diferentes espécies de 
Candida, comprovaram a atividade dos óleos de P. graveolens em todos os isolados 
testados, apresentando dados da atividade antifúngica do óleo essencial do Brasil, 
que não haviam sido reportados, e, que no entanto, foi inferior quando comparada a 
atividade dos óleos essenciais de outros países. 
Ainda, a formulação final proposta, um hidrogel contendo a nanoemulsão com o 
óleo essencial de P. graveolens, provou ser mais eficaz frente às espécies de 
Candida comparada ao mesmo óleo essencial testado isoladamente. Assim, a 
formulação proposta pode ser considerada uma alternativa ao tratamento da 
candidíase vaginal quando comparada aos fármacos já existentes e aos 
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